ISTITUTO DI ANATOMIA COMPARATA DELL’ UNIVERSITÀ DI PAVIA 
e 
CENTRO DI STUDI PER L’ ISTOCHIMICA DEL C.N.R. 
(Direttore: Prof, M. VIALLI) 


Luigi Zanotti 


OSSERVAZIONI SULLA FLUORESCENZA DEI FOTOFORI 
DI LUCIOLA ITALICA E DI LUCIOLA LUSIT NO 


Introduzione 


Tra i fenomeni di luminescenza di organi animali il più comu- 
nemente noto e studiato è la luminescenza della lanterna delle luc- 
ciole. Potrebbe sembrare che l'argomento sia stato ormai sufficiente- 
mente trattato e che ben poco rimanga quindi da dire. Viceversa e 
nuove possibilità tecniche e nuovi concetti sul meccanismo per cui 
la chemiluminescenza si attua, rendono il problema, sotto molti 
aspetti, di notevole attualità. 

Pur avendo intenzione di sviluppare al massimo tutti i pro- 
blemi in proposito anche ricorrendo a collaborazioni di specializzati 
in vari rami ho, per il momento, potuto toccare solo alcuni argomenti 
che mi sembrano degni di una pubblicazione anche se tra essi esi- 
stono certamente delle lacune. | 

D'altra parte la possibilità di ottenere anche fuori dalla sta- 
gione propizia un certo numero di esemplari, anche allo stato lar- 
vale, rende impossibile il rapido eompletamento di questi primi ri- 
sultati ottenuti in ricerche condotte già per due stagioni. 

Le possibilità strumentali dell'Istituto, del Centro di Istochi- 
mica del C.N.R. e la pratica da noi acquisita nello studio dei feno- 
weni di fluorescenza, hanno fatto si che queste prime osservazioni 
vertano principalmente sulla fluorescenza primaria dimostrabile es- 
senzialmente mediante irraggiamento con luce di Wood ed in alcuni 
casi anche con radiazioni ad energia più elevata quali quelle corri- 
spondenti alla lunghezza d’onda di 312 nm (nanometri) del mercurio, 
fenomeno che non mi risulta descritto. 
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Agli effetti di lumineseenza prodotti dall’ irraggiamento con luce 
di Wood sì rieonnettono alcuni dati che più mi hanno colpito nella 
letteratura. 

Mi basti per ora citare i dati di MercaLr (15) sulla lampirina, 
sostanza fluorescente presente al di fuori degli organi fotogeni delle 
Lampiridi. 

D'altra parte, anche le misure sulla intensità di Iuminescenza 
delle lucciole hanno acquistato un interesse notevole nei metodi di 
dosaggio dell'ATP e la interpretazione della questione sembra molto 
critica anche da un punto di vista teorico per le interrelazioni che pos- 
sono sorgere nei fatti di chemiluminescenza insorgenti anche in fo- 
‘ tofori conservati da lungo tempo a —20°C per il trattamento con 
ATP, in specie se si pensa che i fenomeni di luminescenza si mani- 
festano anche in fotofori isolati da lungo tempo dal resto dell'animale. 

In questa mia prima nota saranno trattate alcune questioni ri- 
gurdanti la fluorescenza dei fotofori per irradiazione U.V. sia in 
assenza di qualsiasi trattamento che dopo trattamenti di laboratorio. 

Rimandando ad una più ampia nota descrittiva che consideri i 
fenomeni di fluorescenza sia delle parti corporee ‘esterne che degli 
organi interni, e in questo le osservazioni si riallaccerebbero agli 
studi sulla lampirina, a quando mi sarà possibile estendere la ricerca 
anche ai corpi delle femmine ed il più possibile anche agli stadi 
larvali. 

Non mi consta che al di fuori dei dati di Mercar (15) sulla 
lampirina, estranei alle specie da me considerate e non concernenti 
i fotofori, vi siano dei dati sulla fluorescenza dei fotofori con par- 
ticolare riguardo ai metodi obiettivi. 

E’ fenomeno che io ritengo abbastanza noto che la lueeiola cessa 
di emettere la normale luminescenza con la morte e che d'altra parte 
questa non è emessa eon intensità costante (9-10-11) ma per impulsi 
che possono avere diversa intensità ed in qualsiasi condizione di 
illuminazione. 

GERRETSEN (9) ad esempio, già nel 1922 aveva rilevato che du- 
rante le notti di plenilunio ben poche sono le lucciole che emettono 
visibilmente luce e sue esperienze al riguardo ‘avevanòd dimostrato 
che illuminando la testa di una lucciola questa cessa di emettere 
luce; fatto questo che io stesso .ho potuto constatare durante le at- 
tuali ricerche, 
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Materiale e metodi 


L'osservazione casuale per altri fini alla luce di Wood di m- 
setti a fotofori ormai spenti, mi ha permesso di rilevare i fenomeni 
di fluorescenza che la stessa radiazione di Wood eccita nei fo- 
tofori. 

Le osservazioni fino ad ora fatte riguardano maschi adulti di 
Luciola italica (Lin. e Luciola lusitanica (Charp.) in parte vivi e 
in parte morti e conservati anche per lungo tempo alla temperatura 
di — 20°C. 

Prescindendo dalla descrizione di altre pur vistose fluorescenze 
osservate in diverse parti del corpo dell’animale, do una sommaria 
descrizione della fluorescenza dei fotofori quale si osserva con forte 
intensità di irradiazione cioè impiegando una lampada a vapori di 
mercurio ad alta pressione del tipo HBO 200 dela OSRAM con 
collettore di luce derivato da un dispositivo Kam F della Reichert 
utilizzando dispositivi quali sono stati deseritti da SAccHI ViaLLI (16). 

La monocromatura era ottenuta mediante filtri in vetro di Wood 
di + mm di spessore più un filtro a liquido (soluzione di solfato 
di rame in acqua distillata) di 30, mm di spessore per bloccare le 
radiazioni rosse e termiche non trattenute dal filtro, di Wood. 

L'osservazione è stata fatta generalmente senza filtro di sbar- 
ramento ma in aleuni easi si sono usati gli appositi occhiali in vetro 
giallo del tipo U.V. Sperr messi in commercio dalla Ditta Reichert 
per bloecare le radiazioni paraviolette eventualmente riflesse senza 
che ne risultassero dei mutamenti apprezzabili nella. determinazione 
del colore della radiazione emessa. 


Osservazioni soggettive 


La irradiazione della lanterna, sotto tali condizioni, manifesta. 
immediatamente tanto nell’animale vivo ehe in esemplari morti, un 
colore di fluorescenza leggermente diverso nei due segmenti costi- 
tuenti la lanterna e precisamente la parte caudale appare gene- 
ralmente giallo brillante mentre quella craniale giallo verde. 

Già l'osservazione soggettiva permette di vedere che anche nel- 
l intensità della radiazione emessa vi è diversità tra quella emessa 
dalla parte caudale e quella craniale ed a tale riguardo riporte- 
remo più avanti i dati. 
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Ho già detto del colore di fluorescenza dei due segmenti del 
fotoforo ma dirò ancora che, nell’ambito di un segmento, sia il co- 
lore che l'intensità della radiazione di fluorescenza ‘emessa in se- 
Quito ad eccitazioni in luce di Wood appaiono, anche, come dirò, ri- 
spetto a misure eseguite con metodo fotoelettronico costanti al per- 
durare della irradiazione cioè non soggetti a decadimento. Devo an- 
che ricordare che i fotofori, in luce bianca appaiono, in genere, 
bianco giallastri. 

I] fenomeno osservato deve pol intendersi di vera e propria 
fluorescenza in quanto non solo non persiste al cessare della radia- 
zione eccitante, ma prove a basse temperature quali quelle consi- 
gliate dal BRUHAT (2) per discriminare effetti di fluorescenza da 
quelli di fosforescenza, lo hanno confermato. A queste osservazioni: 
puramente o quasi soggettive ho fatto seguire alcune misure a carat- 
tere del tutto obiettivo mediante l'impiego dell istofotometro univer- 
sale da me studiato e descritto in altra sede (20) impiegante un 
banco Fluorex di Reichert con lampada a vapori di mercurio ad 
alta pressione HBO 200 della OSRAM accoppiata, per la monocro- 
matura, a filtri in vetro di Wood, ad un filtro, sempre in vetro, 
per bloccare le radiazioni rosse ed in più un terzo filtro interferen- 
ziale con banda passante intorro ai 365 nm. Tra il fotoforo e il ri- 
velatore delle radiazioni, ponevo un filtro giallo di blocco del tipo 
U.V. Sperr di Reichert. Il diseriminatore delle radiazioni era un 
monocromatore a reticolo Bausch e Lomb ed a seconda dei campi 
esplorati il rilevatore delle radiazioni era un fotomoltiplicatore della 
RCA del tipo 1P21 (visibile) o 1P28 (ultravioletto) accoppiato ad 
un amplificatore a ponte del tipo LAEP in uscita del quale era col- 
legato un registratore a carta della Photovolt da 0,5 mV di sensi- 
bilità. Le curve riportate non sono quelle direttamente registrate, 
ma sono state corrette rispetto alla sensibilità eromatica del foto- 
moltipheatore impiegato. 

L’ ottica durante le osservazioni degli esemplari interi era del 
tipo epilluminante a campo oscuro e precisamente gli obiettivi im- 
piegati erano quelli di Reichert da 5X, 11x, 32X a seconda dei casi. 
La medesima ottica veniva da me usata anche durante le osserva- 
zioni in luce trasmessa di sezioni di lanterne tagliate a] criostato. 

EL’ impiego di tale apparecchiatura mi ha permesso, in primo 
luogo, grazie anche all'applicazione del registratore a carta. di do- 
sare l| intensità complessiva della radiazione emessa per fluorescenza. 
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Dati fotometrici e spettrografici 


D’ intensità emissiva di fluorescenza appare variare, per quanto 
non di molto, da esemplare ad esemplare e tra animale vivo e foto- 
foro isolato inoltre non varia, o varia di ben poco, nei fotofori iso- 
lati e tenuti a —20°C per un periodo fino ad oltre un anno. 

Sono stati ‘eseguiti a tale scopo rilievi di spettri di emissione su 
esemplari anche alla distanza di un anno e non si sono trovate va- 
riazioni degne di nota. 

E? da notare che anche il colore, della fluorescenza in base a 
rilievi colorimetrici obiettivi condotti su diapositive, a colori con me- 
todo « Tristimulus » (1) non muta. 

Per controllare la possibile comparsa di un perdurare della 
emissione di luminescenza al cessare della irradiazione e per clas- 
sificare come ho precedentemente detto, secondo il Bruhat, eventuali 
fenomeni di fosforescenza, ho esaminato i fotofori a varie tempe- 
rature comprese da — 20° a + 120°C, temperatura quest’ ultima a 
cui sì osservano già alterazioni di fluorescenza nel colore, nell’ inten- 
sità ecc.; ma in particolare non sì è mai osservata una sia pur lieve 
persistenza di emissione al cessare della radiazione eccitante. 

Per poter dirimere ia questione tluorescenza o fosforescenza 
nel senso riportato dal Brulat mi sono servito anche di un’ altra 
via che, basata sullo studio della risonanza paramagmetiea elettro- 
nica sembra possa prospettare almeno la eventualità di un perma- 
nere dello stato eccitato ma per questo rimando ad un mio lavoro 
tutt'ora in corso condotto in collaborazione eon LaAxzi (14). 

Sempre riguardo ai valori di intensità emissiva e alle caratteri- 
stiche della curva sotto radiazioni U.V. dirò che esse sì mantengono 
costanti nel tempo e non presentano quindi alcun decadimento a 
meno che il fotoforo, come vedremo più avanti (Fig. 5) non sia. stato 
preventivamente trattato. 

Mi sono successivamente posto il problema di quali radiazioni, 
oltre la 365 nm eccitassero la fluorescenza ed a tale scopo ho illu- 
minato 1 fotofori con luce monocromatica proveniente da un mo- 
nocromatore a reticolo del tipo Bausch e Lomb, già citato, utilizzante 
una lampada Hanovia a vapori di mercurio con fenditura di in- 


gresso aperta a mm 1,6 e così pure quella di uscita il che assicurava 
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xn grado di monocromatura pari a 10 nm e tenendo l'esemplare da 
esaminare a circa 20 em di distanza dal condensatore di uscita che 
-Æra del tipo in quarzo-fluorite mentre quello di ingresso era di 
-TüAYZO. 

L/osservazione è stata compiuta alle righe del mercurio ed ov- 
viamente, essendo a carattere soggettivo, si riferisce a quelle radia- 
zioni che eccitano la fluorescenza con emissione nella banda delle 
radiazioni visibili e intensità tale da essere apprezzata ad occhio; 
in alcuni easi era anche possibile registrarne lo spettro emissivo (ad 
«esempio a 312 nm Fig. 7). 

E? da notare che V intensità emissiva soggettivamente osserva- 
bile và generalmente diminuendo eol diminuire della lunghezza. d'onda 
«di eccitazione e le intensità emissive stesse non sono tali da poter 
«essere misurate eon gli strumenti attualmente in nostro possesso. 

La messa a punto di particolari dispositivi elettronici a sistema 
integrante, attualmente in costruzione ci metteranno in condizioni 
di raggiungere tali scopi. Di notevole interesse sono gli andamenti 
«delle curve di fluorescenza sia per eccitazione con luce di Wood che 
mediante radiazioni pari a 312 mn di lunghezza d'onda. 

Rilevamenti di spettri di emissione a 312 nm di eccitazione 
hanno permesso di mettere in evidenza un forte potere emissivo di 
fluorescenza del fotoforo anehe nella regione delle radiazioni ultra- 
violette (Fie. 7). 

Anche le radiazioni visibili fino a 420 nm di lunghezza d’onda 
sono atte ad ingenerare fluorescenza anche se di scarsa entità. Men- 
ire già a 396 nm, specie se si tiene conto della scarsa intensità 

-.della luce corrispondente a questa riga, la fluorescenza appare suffi- 
cientemente intensa tanto da permettere il rilevamento di spettri 
-emissivi. 

Tali spettri eseguiti su animali vivi e morti si sono- potuti ot- 
tenere, come ho già detto, mediante l' impiego dell istofotometro uni- 
versale ed ottica ad epiiluminazione a campo oseuro di Reichert 
mentre la monocromatura della lampada HBO 200 era ottenuta, come 
ho già ricordato. anche eon l'inserzione di un filtro interferenziale 
-a stretta banda passante di 365 mm mentre tra il fotoforo e la fen- 
-ditura di ingresso del monocromatore era inserito un filtro giallo- di 
sbarramento del tipo U.V. Sperr di Reichert. 
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Dirò subito che per gli spettri di emissione della fluorescenza. 
era adottato come rivelatore il fotomoltiplicare 1P21 della RCA 
mentre durante il rilevamento degli spettri emissivi per eccitazione 
con 312 nm di lunghezza d'onda, la monocromatura.era ottenuta me- 
diante un filtro apposito sempre in pasta di vetro previa asporta-. 
zione dei filtri sia di Wood che antitermici. 

Le radiazioni rosse passanti venivano poi bloccate a valle del 
preparato in esame. E’ ovvio che in questo caso anche il filtro U.V. 
Sperr era asportato ed il rivelatore 1P21 era inoltre sostituito da 
un fotomoltiplicatore 1P28 sempre della RCA ed anche in tal caso 
1 risultati. rilevati sul registratore erano riportati alla sensibilità cro-- 


matica del fotomoltiplicatore stesso. 


Aicune considerazioni sui dati sperimentali ottenuti 


Come ho già avuto occasione di dire, nello studio dei fotofori. 
di Luciola. italica e Luciola lusitanica non mi sono limitato ad os- 
servazioni soggettive in toto o su sezioni preparate sia al criostato 
che fissate im formalina ma ho potuto registrare anche gli spettri. 
emissivi della luce di fluorescenza emessa dal fotoforo stesso quando 
fosse irradiato con radiazioni U.V. non limitatamente alla luce di. 
Wood (365 nm) ma anche a 312 nm di lunghezza d'onda oltre a. 
rilevamenti di autoemissione. 

I risultati ottenuti sono molteplici il che mi impone di trat-- 
tarli separatamente pur mantenendo il parallelismo tra gli esem- 
plari di italica e di lusitanica. 

Consideriamo dapprima la Fig. 1 in cui sono riportati gli anda- 
menti degli spettri di emissione riguardanti Luciola italica (curva A) 
e Luciola lusitanica (curve B-C) entrambe morte e attivate con 
luce di Wood. Si vede subito che gli spettri sono sostanzialmente- 
identici come picco di emissione massima infatti (ved. Tab. A) per 
Luciola italico si ha il massimo in corrispondenza di 580 nm e per- 
lusitanica a 515 nm mentre lo spettro appare leggermente meno esteso 
per Luciola italica anche se valori medi calcolati sulla base di una 
ventina di esemplari portano ad ampiezze spettrali pressochè ana-- 
loghe ed estendentisi tra 1 410 e i 700 nm. come nel caso riportato 
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Tab. A (eccitazione 365 nm) 


| Lunghez. d'onda di 


Ron S Spostam. | Ampiezza 
i dei max. | spettrale 
Specie | in nm media in nm 


! 
| non trattato | form. 10 % | 
| ds Tee a 


Cr Ca | Cr Ca Cr Ca luo ti form.109, 


| | | EC > 
(880 | 590 4751 470 | | 


Luciola 4 
Sara | 610 6710 1570 5653% Osti 120 | 280 260 
italica | | | 
| , 630 | | | | 
e " E" 1 ee 
540 | 540 475 | 475 | | 
Luciola | 2 Con => | | | 
‘°° | 575 | 575 | 570 565 | 100 | 100 | 300 | 260 
lusitanica | — == i 


630 | 


N.B. I valori sottolineati corrispondono ai mass. emissivi e Cr e Ca cor- 
rispondono rispettivamente alla sezione craniale e caudale della 


lanterna. 
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De ecc. ^ =365nm |B viva mediata 
80 580 


OSSERVAZIONI SULLA FLUORESCENZA DEI FOTOFORI ECC. 365 


Una particolare differenza si nota al contrario nei riguardi 
dell intensità della radiazione emessa che nei casi da noi studiati è, 
per Luciola italica, circa 5-6 volte minore di lusitanica negli esem- 
plari morti e di solo 0,25 volte minore negli esemplari vivi. A tal 
riguardo devo precisare che tra esemplari vivi e morti non vi è 
aleun spostamento nei massimi di ‘emissione (ved. Fig. 3) mentre 
questo non è vero nei riguardi dei due segmenti del fotoforo. In par- 
ticolare, mentre la lusitanica presenta una variazione solo di inten- 
sità, nei due segmenti eraniali (Fig. 1 curva B) e caudale (Fig. 1 
curva C) con un rapporto pari a: 


b 3 

— = 1,15 

C 
quella di specie italica presenta anche uno spostamento di luan- 
ghezza d'onda nel picco di emissione e precisamente per la zona 
craniale il massimo corrisponde a 580 nm (Fig. 2 curva À) mentre 
per la zona caudale il massimo eade intorno a 590 nm (Fig. 2 
curva B) con uno spostamento batocromo-pari a 10 nm. 

Come per lusitanica, così per italica la parte caudale del foto- 


foro risulta meno intensamente fluorescente e precisamente (Fig. 2) 
— = 1,24 


che confrontato col valore precedente mostra una certa concordanza. 
Sempre sulla base degli spettri riportati tanto in Fig. 1 che in 
Fig. 2 e 3, si vede come il grado di purezza non sia molto elevato. 

Si è detto che già ad una osservazione soggettiva il colore del 
 fotoforo non è identico per le due sezioni e gli spettri emissivi con- 
fermano tale fatto, non solo, ma tale differenza cromatica viene ul- 
teriormente confermata dalle misure colorimetriche eseguite con me- 
todo «tristimulus » su pellicola a colori in eui veniva registrata la 
luce emessa per chemiluminescenza ed a tale riguardo nella Tab. B 
sono riportati i valori ottenuti con tale metodica delle saturazioni $, 
cioè per la purezza del colore, raffrontati con quelli di emissione di 


fluorescenza. 
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Tab. B 


Saturazione S del colore 
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viva morta | 
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L/osservazione dei dati della Tab. B mette in evidenza oltre il 
maggior grado di saturazione del colore nella autoemissione e nella 
emissione di fluorescenza, anche un altro fatto interessante e cioè 
che negli animali morti il grado di saturazione è maggiore nella parte 
caudale del fotoforo, contrariamente a quanto avviene negli esem- 
plari vivi. 

Studi analoghi ai precedenti ma su animali fissati a lungo in 
formalina al 10% dimostrano una forte intensità emissiva (Fig. 4) 
accompagnata da un forte spostamento nel massimo di emissione 
che trovasi ora a 470 e 475 nm con uno spostamento ipsocromo pari 
a circa 110 nm in rapporto agli esemplari non trattati pur mante- 
nendosi la distinzione tra le due zone del fotoforo, ma riducendone 
ulteriormente il grado di purezza del colore. 

Oltre allo studio degli spettri di emissione per eccitazione con 
luce di Wood ho rilevato l'andamento spettrale della radiazione 
emessa per eccitazione a 312 nm di lunghezza d'onda e tale spettro 
è riportato in Fig. 7. 
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Lo spettro, di estensione abbastanza elevata (da 310 a 420 nm) 
presenta un notevolissimo grado di purezza con due picchi netti e 
precisamente un massimo a 393 nm con picco secondario a 332 nm 
ì cui rapporti intensivi stanno come 20:1. 

Il faîto interessante è che lo spettro trovasi quasi interamente 
sviluppato nel campo delle radiazioni U.V. ed a ciò anche è da at- 
tribuirsi il fatto che alle alte energie di irridazione ľ intensità emessa 
dal fotoforo appare talvolta subbiettivamente debole. 

Misure sul comportamento della fluorescenza dei fotofori previo 
trattamento con acido acetico e con ammoniaca (Fig. 5) portano al 
rilevamento di un decadimento in entrambi i casi con tempi però 
assal diversi e precisamente nel trattamento con acido acetico la 
vita media risulta di circa 10 minuti primi mentre il materiale trat- 
tato con ammoniaca presenta una vita media di circa 48 minuti 
primi. 

Qualche prima prova di attivazione della chemiluminescenza 
con ATP ha portato ai risultati illustrati in Fig. 6 dove la curva A 
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rappresenta nel tratto ascendente l'attivazione, mentre in quello 


OSSERVAZIONI SULLA FLUORESCENZA DEI FOTOFORI ECC. 


scendente illustra l'andamento della disattivazione. 
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nella fase di disattivazione) non solo non ripristina i valortr emis- 
sivi, ma accelera il decadimento. 

Da ultimo riferirò su alcune misure eseguite per controllare 1 
valori medi dell’ intensità degli impulsi emessi direttamente dal- 
l’animale vivo misure che sono state eseguite con metodo fotografico 
(metodo di integrazione fotografica) e fotoelettronico. 

I valori medi ottenuti per un singolo impulso sono: 


A) per 10 mpulsi misurati 
Medo m) Ond 10271777 
B) per 20 impulsi misurati 


NIC — 1,46 Ç 103 u.a. 


ma se si eseguono 1 calcoli per le due sezioni del fotoforo separa- 
tamente si ottiene: 


C) parte caudale 
Vio = 1,05 * 10? 


Mores Unos T9 
D) parte craniale 
Vio = 0,85 . 105 


Voo = 0,87 * 10 


il che mostra come le forti variazioni che si osservano sia soggetti- 
vamente che obiettivamente durante l'osservazione in toto del foto- 
foro, sono dovute quasi totalmente alla parte terminale in quanto la 
parte craniale ha valori pressocchè costanti per singoli impulsi. 


Conclusioni ' 


Come prima conclusione si può affermare che non esiste iden- 
tità tra la sostanza che dà i fenomeni di ehemilunineseenza e quella 
che dà 1 fenomeni di fotoluminescenza. 

Oltrechè dai caratteri soggettivamente apprezzabili del colore 
della radiazione emessa, la distinzione appare chiara auche per il 
fatto che la ehemiluminescenza cessa col cessare della vita mentre la 
luminescenza si mantiene pressocchè invariata anche all'esame obiet- 
tivo eseguito con metodo spettrofotometrico. 

Inoltre, man mano che la vita dell’animale va spegnendosi en- 
trambi 1 segmenti del fotoforo presentano zone sempre più vaste in 
cui la chemiluminescenza non si manifesta (Tav. XIX - b) mentre per 
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arradiazione il fotoforo appare sempre uniformemente illuminato 
(Tav. XIX - e) anche se la radiazione emessa è cromaticamente diversa 
‘per le due sezioni. 

Il primo fatto citato indica sicuramente una variazione, anche 
se pur piccola della sostanza a eui è da attribuirsi la chemilumnume- 
‘scenza nei riguardi della sostanza fluorescente. 

Che tale differenza non debba essere molto notevole è dimostrato 
dal fatto che il trattamento eon ATP ripristina l'emissione, quindi 
riporta la sostanza nelle condizioni del vivente. 

Lo studio della fotoluminescenza da parte del fotoforo per et- 
fetto sia della luce di Wood che di altre radiazioni appartenenti 
al campo spettrale U.V. dimostra che l'emissione deve essere consi- 
derata come vera e propria fluorescenza primaria e tra le diverse 
caratteristiche messe im evidenza sì possono ricordare le seguenti: 


a) la fotoluminescenza appare per eccitazione con radiazioni 
comprese nella banda che va da 235 a 420 nm; 

b) il perdurare dell’eccitazione nel tempo non provoca nel fo- 
toforo non trattato alcun fenomeno di decadimento ; 

c) la discriminazione della natura di fluorescenza in senso 
stretto rispetto alla fosforescenza da irradiazione secondo le vedute 
di Bruhat data dalla non persistenza dell'emissione al cessare della 
radiazione eccitante anche alle basse temperature (7); 

d) tanto all'esame soggettivo che spettrografico e colorime- 
trico la fluorescenza delle due sezioni del fotoforo appare diversa; 

e) le istospettrofotometrie di emissione dimostrano l’esistenza 
di due distinti spettri emissivi che per la parte craniale del fotoforo 
presentano il picco massimo a 580 nm mentre per quella caudale 
il picco massimo trovasi a 590 nm. Le curve però in parte si cor- 
rispondono; 

| f) le prime osservazioni su fotofori sottoposti a diversi trat- 
tamenti (formalina, acido acetico, ammoniaca) indicano ehe la fluo- 
rescenza ne viene alterata sia cromaticamente che nei valori di inten- 


sità emessa; 


(^ Ricerche di risonanza paramagnetica elettronica che sto con- 
ducendo con Lanzi e che riferirò iu altra sede indicano la presenza di 
«elettroni liberi nei fotofori isolati dal resto dell’animale anche dopo 
molto tempo sia senza che sotto irradiazione e misure di attivazione e 
decadimenti denotano un diverso perdurare dello stato eccitato dall’elet- 
trone. 
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g) M trattamento formolico oltre alle precedenti variazioni 
porta lo spettro di emissione del fotoforo non trattato ad uno spo- 
stamento ipsocromo nel picco di emissione notevole (~ 100 nm), cui 
dovrebbe corrispondere una variazione nella energia di legame della 
sostanza reagente senza che varino i valori d' intensità; 

h) la. sostanza a eui devesi la fluorescenza si conserva per più. 
di un anno tanto a bassa temperatura che a temperatura ambiente 
e negli animali fissati in toto in formalina; 

i) la sostanza fluorescente da me studiata e di eui riporto gli. 
spettri emissivi non dovrebbe avere nulla a che vedere con la lam- 
pirina studiata da Metcalf in altri organi di altre specie di tueciole ; 

l) l'azione dell' ATP che come si è detto ripristina la chemi-. 
luminescenza, è soggetta a decadimento che viene accelerato per: 
una somministrazione ulteriore (Fig. 6). 


Per ora gli elementi raccolti non sono sufficienti a chiarire le: 
possibili interrelazioni tra il fenomeno della chemiluminescenza e 
quello della fotoluminescenza. 

E' certo che come diverse sono le sostanze a cui bisogna impu-- 
tare i due fenomeni, diversi devono anche essere necessariamente i 
meccanismi che vi presiedono e cioè una vera e propria trasforma-- 
zione chimica per quanto concerne la chemiluminescenza, mentre il 
contrario può dirsi per l’effetto di fotoluminescenza. 

Ovviamente alcuni dei dati da me riportati specialmente per- 
la chemiluminescenza costituiscono la descrizione di fatti già ripor-- 
tati da altri autori ma anche per questi la conferma data con me-- 
todo obiettivo appare interessante in sè. Ritengo inoltre che un ac- 
curato studio, che spero possibile nella prossima stagione, potrà in-- 
dieare qualcosa di più sulla natura della sostanza fluorescente. 

Tn tale studio avranno notevole valore anche le ricerche su se-. 
zioni di fotofori per la esatta localizzazione della sostanza fluore- 
Scente: 

Qualche saggio orientativo indica la possibilità e l'utihtà di. 
studi del genere. 

Uno dei tanti problemi è quello del possibile significato che nella 
biologia dell'animale possono avere 1 fatti osservati ed anche questo- 
problema sarà, al momento opportuno, con maggiore dovizia di dati 
raccolti, tenuto presente. 

Anche i rapporti tra la sostanza fluorescente da me trovata e- 
la lampirina di Metcalf. che per altro non sembrerebbe sia stata 


OSSERVAZIONI ULET FEC ORESCENZY DEI FOTOFOR ECC. DUS 


studiata nelle specie Luciola italica e lusitanica, meriterebbero at- 
tenzione. 

Analoga cosa può dirsi per l'esame dei fatti di fluorescenza da 
me osservati anche in altre specie di lampiridi e di gruppi affini 
ed a tale proposito voglio ricordare che Metcalf ha trovato che la 
sua lampirina è presente tanto in specie luminose che non. 

Una ricerca analoga verrà fatta per la sostanza da me iden- 
tificata. 


Riassunto 


L'Autore rende note osservazioni sulla fluorescenza in luce di Wood 
e sul rapporti di essa con la chemiluminescenza nei fotofori di Luciola 
italica e lusitanica. 

Oltre ad osservazioni subiettive l’Autore ha utilizzato metodi fo- 
tometrici ed istospettrografici per l’analisi fine dei fenomeni di fluo- 
rescenza. Oltre alle osservazioni su fotofori di animali vivi e di animali 
conservati a temperatura ambiente e a —20°C l'A. prese in esame le 
condizioni della fluorescenza dei fotoforì dopo trattamenti termici o chi- 
mici (formalina, acido acetico, ammoniaca). 


Summary 


The Autor reports about the researchs on the fluorescence in Wood- 
light and on its relations with the chemilmminescence in photophores of 
Luciola italica and Luciola lusitanica. 

The A. besides subjective observations has made use of photometric 
and histospectrographie methods for the fine analysis of fluorescence 
phenomena. Besides observations on photopbores of alive animals and of 
animals maintained to ambient temperature and to —20°C, ]'À. examines 
ibe conditions of the fluorescence of the photophores after thermal or 
chemical treatment. 
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L. ZANOTTI - Fluorescenza fotoforb ecc. "up soc NA Vol ONT T OD 


Luciola italica (Lin.) 


a — Autoluminescenza (viva-obiettivo 5X epi). 
b — Autoluminescenza (ante mortem-obiettivo 5X epi) Sono visibili le 


zone di massima intensità emissiva e di pigmentazione. 


e — Fluorescenza in luce di Wood (post mortem-obiettivo 5X epi). 
d — Fluoreseenza di fotofoco tagliato al eriostato eccitata con luce di 


Wood (obiettivo 32X epi) La zona 1 é quella responsabile della 
fluorescenza. 


